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RESUMO
Óxido nítrico (NO) inibe a proliferação de células normais e tumorais. Vários 
efeitos do NO devem-se à ativação de guanilato ciclase ou alteração do 
funcionamento de canais de potássio, mecanismos que participam na proliferação e 
na diferenciação celular. Neste estudo, nós investigamos o envolvimento destes 
mecanismos no efeito anti-proliferativo do NO em duas linhagens de mastocitoma 
murinas. O NO (em forma de doadores SNAP 10-100 pM e GSNO 100-1000 pM) 
inibiu de maneira concentração e tempo-dependente a proliferação da linhagem 
celular P815, com efeito máximo em torno de 50%, induzindo uma interrupção do 
ciclo celular na fase de mitose, com predomínio de células em metáfase. As células 
incubadas com o doador de NO por 4 ou 24 h tiveram a proliferação inibida da 
mesma forma, indicando que o efeito causado pelo NO é irreversível. Os 
bloqueadores de canais de K"" tetraetilamônio (TEA; bloqueador não-seletivo; 10- 
1000 pM); 4-aminopiridina (4-AP; bloqueador de canais sensíveis á voltagem; 1-100 
pM) e as toxinas caribdotoxina, iberiotoxina e apamina (bloquedores de subtipos de 
canais de potássio dependentes de cálcio; 100 nM), reverteram completamente o 
efeito anti-proliferativo do NO. Entretanto, o bloqueador de canais de K"" ATP- 
dependentes (glibenclamida; GBN; 10-1000 pM) não alterou a inibição da 
proliferação induzida pelo NO. O efeito do NO não foi mimetizado pelo 8-Br-cGMP 
(um análogo permeante do cGMP), nem alterado por um inibidor seletivo da 
guanilato ciclase solúvel (ODQ; 1-10 pM). Drogas que interferem com o 
citoesqueleto não afetaram o efeito anti-proliferativo do NO. Conclui-se, assim, que o 
NO inibe a proliferação celular irreversivelmente por uma via dependente de canais 
de potássio, porém independente da atividade da enzima guanilato ciclase e do 
citoesqueleto.
Nitric oxide (NO) inhibits tumor and normal cell proliferation. Several of the 
described effects of NO are related to its ability to stimulate soluble guanylate cyclase 
or to interfere with potassium channel functioning. Since both events (guanylate 
cyclase and potassium channels) are involved in cell proliferation and differentiation, 
we have investigated the role of these two signalling events in the anti-proliferative 
effect of NO in two murine mastocytoma cell lines. NO (in the form of NO donors; 
SNAP 10-100 pM and GSNO 100-1000 pM) inhibited concentration and time- 
dependently the proliferation of P815 cell line (Eiviax around 50%) inducing a growth 
arrest in M phase, mainly in metaphase. Cells incubated with NO donor for 4 or 24 h 
had the proliferation equally inhibited, indicating that the NO effect is irreversible. The 
potassium channels blockers tetraethylammonium (TEA; a non-selective blocker; 10 - 
1000 pM); 4-aminopyridine (4-AP; a blocker of voltage-sensitive; 1-100 pM) and the 
toxins charybdotoxin, iberiotoxin e apamin (blockers of the calcium-dependent 
subtypes channels 100 nM) completely reversed NO-induced anti-proliferative effect. 
However, the ATP-dependent channel blocker glibenclamide (GBN; 10-1000 pM) 
failed to affect NO-induced anti-proliferative effect. The effects of NO were not 
mimicked by 8-Br-cGMP (a permeant analogue of cGMP) or affected by a selective 
inhibitor of soluble guanylate cyclase (ODQ; 1-10 pM) or compounds which interfere 
with the cytoskeleton. In conclusion, NO inhibits cell proliferation irreversibly via 
potassium channels but independently of guanylate cyclase activation or changes in 
the cytoskeleton.
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Introdução 2
1. PROLIFERAÇÃO CELULAR
A proliferação celular é um evento básico na fisiologia de organismos 
multicelulares. Esta função celular depende de diversos e complexos sistemas de 
controle, sendo particularmente importante para o crescimento e substituição de 
células danificadas, funcionalmente deficientes ou perdidas durante o processo de 
apoptose (morte programada).
1.1. ASPECTOS GERAIS
Em organismos unicelulares, onde cada divisão celular gera um novo 
indivíduo, a seleção natural favorece as células que crescem e se dividem mais 
rapidamente, sobrevivendo as melhores. Este tipo de proliferação está restrito à 
disponibilidade de nutrientes e ao acasalamento sexual. Por outro lado, em espécies 
multicelulares a seleção natural age no organismo como um todo, mantendo-o sob 
uma organização submetida a um controle rígido que limita a proliferação celular. No 
adulto, existem momentos em que as células podem não crescer ou dividir-se, mas 
permanecer em estado de repouso proliferativo (a assim chamada fase Go), 
realizando funções especializadas enquanto não sofrem divisão celular. Mesmo com 
abundância de nutrientes nos tecidos de um organismo multicelular, em certas 
circunstâncias suas células precisam parar de proliferar, ao contrário de leveduras 
ou bactérias que proliferam rapidamente em função única da disponibilidade de 
nutrientes. Em um organismo multicelular as células recebem, além de nutrientes, 
sinais positivos específicos de outras células para crescer e dividir. Estes sinais são 
proteínas chamadas de fatores de crescimento que se ligam a receptores de 
membranas plasmáticas para estimular positivamente a proliferação celular e anular
Introdução 3
controles negativos intracelulares que possam restringir o crescimento e bloquear a 
ocorrência do ciclo celular. Assim, enquanto uma levedura bem nutnda se prolifera 
sempre, a menos que receba um sinal negativo para entrar em repouso proliferativo, 
uma célula animal sempre repousa a menos que receba um sinal positivo para 
proliferar.
O estudo sobre a divisão e o ciclo celular iniciou-se com o desenvolvimento 
do microscópio, no século 17, seguido da teoria e aplicação da preparação e fixação 
de amostras no século 19 (Magner, 1992; Ford, 1998). O progresso quanto ao 
entendimento da biologia molecular do ciclo celular foi relativamente pequeno até 
1953, quando se observou que a síntese de DNA ocorria num determinado período 
discreto da divisão celular, entre a mitose e a fase S. O ciclo celular foi então dividido 
em quatro fases distintas: Gi, S, G2 e M. A fase Gi (Gap 1), é caracterizada pelo 
intervalo entre o término da mitose e início da replicação do DNA, a fase S (síntese) 
correspondente àquela em que ocorre replicação do DNA, a fase G2 (Gap 2), 
compreende o intervalo entre o final da síntese de DNA e início da mitose e a fase M 
é aquela em que acontece a divisão celular (Howard & Pele, 1953). Na mitose (fase 
M) o processo de divisão nuclear culmina com a divisão da célula original em duas 
células-filhas. No crescimento de células eucarióticas em cultura, este período 
ocorre em aproximadamente 30 min. Outro período do ciclo celular,que é muito 
mais longo, é a interfase, no qual a célula cresce e replica o DNA, atravessando as 
fases Gi, S e G2 que duram em média e respectivamente períodos de 1 2 , 6 e 4 h, 
embora a duração exata de cada período varie com diferentes organismos e tipos 
celulares (Murray & Hunter, 1993). Assim, o ciclo celular dura em média 12 horas 
para tecidos de rápido crescimento, em mamíferos.
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O ciclo de divisão celular é governado por complexos de proteínas de 
atividade variável, tanto espacialmente como temporailmente (Murray, 1992). O 
núcleo de cada complexo é composto de uma ciclina, subunidade proteica 
regulatória essencial e de uma quinase dependente de ciclina (CDK, cyclin 
dependent kinase) que se comporta como a subunidade catalítica do complexo 
(Esquema 1). A atividade do complexo CDK/ciclina é regulada por eventos 
coordenados, incluindo a indução e degradação da subunidade ciclina, a ativação e 
fosforilação inibitória da subunidade CDK e a ligação de inibidores de CDK (CKIs) ao 
complexo formado (Morgan, 1995). A fosforilação de substratos regula a extensão 
de cada fase do ciclo celular, a transição para a próxima fase e constitui parte da via 
de sinalização para checkpoints (pontos de verificação). A integridade destes 
checkpoints é crucial à sobrevivência e integridade celular, por manter a estabilidade 
genética.
1.2. ASPECTOS DA REGULAÇÃO DA PROLIFERAÇÃO
Estímulos endógenos e exógenos convergem em múltiplos mecanismos que 
controlam o ciclo celular. As vias que governam as diferentes fases do ciclo celular 
são importantes na decisão entre a síntese de DNA e proliferação versus parada do 
ciclo celular, reparo do DNA ou apoptose da célula. Estas vias têm a participação de 
vários oncogenes (tais como c-myc, c-fos e c-jun) e genes supressores de tumores 
(tal como o gene de retinoblastoma, Rb). A normalidade de uma célula diplóide 
depende da sua estabilidade genética, pois se sabe que a perda ou inativação de 
ambas as cópias de um gene supressor de tumor ou a ativação de apenas uma 
cópia de um oncogene podem aumentar a instabilidade genética, ocasionando uma
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proliferação celular aberrante. Assim, percebe-se que os estímulos decisórios de 
proliferação/parada podem culminar, com relativa facilidade, em genes que se 
tornam alvos centrais para alterações genéticas, podendo levar ao câncer.
SINAIS
ANTI-PROLIFERATIVOS
PONTO DE RESTRIÇÃO 
pRB
Esquema 1 -  Representação esquemática dos quatro períodos do ciclo 
celular, incluindo os complexos ciclina/quinase que regulam a progressão através 
de cada período (Modificado de Shackelford etal., 2000).
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2. ÓXIDO NÍTRICO
2.1. HISTÓRICO
Mitchell e colaboradores, em 1916 {apud Morris & Timothy, 1994) sugeriram 
que mamíferos produziam óxidos de nitrogênio, mas esta observação foi ignorada 
até 1981, quando o grupo de Tannenbaum mostrou que havia produção de nitrato 
(NO3) em mamíferos, e que isto estava correlacionado com a carcinogênese. Além 
disso, animais ou humanos injetados com endotoxina bacteriana ou padecendo de 
infecções também mostravam níveis aumentados de NOs’ na urina (Green et al., 
1981a eb).
Em 1980, foi demonstrado o fenômeno de relaxamento dependente do 
endotélio induzido pela acetilcolina na musculatura lisa vascular em aorta de coelho 
(Furchgott & Zawadzki, 1980). Este efeito era mediado por um fator humoral, o qual 
mais tarde foi reconhecido como fator relaxante derivado do endotélio {endothelium- 
derived relaxing factor ou EDRF; Cherry et a i, 1982).
A síntese de óxidos de nitrogênio por células específicas de mamíferos foi 
demonstrada primeiramente por Stuehr & Marietta em 1985, mostrando que 
macrófagos ativados de camundongo liberavam NOs'. Hibbs et al., (1987), relataram 
que a L-arginina era o substrato para síntese de NOa' e NOa’ (ãnions nitrato e nitrito, 
respectivamente) em macrófagos murinos e que esta conversão era necessária para 
sua citotoxicidade contra certas linhagens de células. Palmer, Ferndge & Moncada 
(1987), demonstraram que o EDRF e o óxido nítrico (NO) possuíam as mesmas 
características biológicas e químicas. No mesmo ano, Ignarro e colaboradores 
sugeriram que o NO era o fator relaxante derivado do endotélio descrito por 
Furchgott & Zawadzki em 1980 e um ano mais tarde esses mesmos autores
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demonstraram que o EDRF e o NO apresentavam as mesmas propriedades 
químicas e farmacológicas (Ignarro et ai, 1988). Ainda em 1988, o grupo de 
Moncada mostrou que a L-arginina era substrato para a produção de NO em células 
endoteliais (Palmer et al., 1988), fato este confirmado posteriormente por diferentes 
pesquisadores (Marietta ef a/.,1988; Hibbs et al., 1988; Stuehr etal., 1989a). Assim, 
ficou claro que o NO era o intermediário biologicamente ativo da via de formação de 
NOa' e N02‘ a partir de L-arginina. Em seguida, análogos da L-arginina foram 
reconhecidos como inibidores da via de formação de NO, tornando-se ferramentas 
úteis para o estudo dos efeitos fisiológicos e patológicos desta molécula.
2.2. QUÍMICA E ENZÍMOLOGIA
Em mamíferos, o NO é enzimaticamente sintetizado em várias células 
(fibroblastos, macrófagos e células endoteliais, por exemplo) de diferentes tecidos. 
Embora constitua uma molécula gasosa pequena (peso molecular de 30) e tenha 
vida média curta (5-10 seg; Palmer et al., 1987), o NO tem uma grande importância 
biológica por atuar como molécula sinalizadora em diversos processos fisiológicos, 
como neurotransmissão, memória, aprendizagem e regulação do tônus vascular, 
para exemplificar alguns. O NO é formado em quantidades estequiométricas pela 
conversão da L-arginina em L-citrulina, sob a ação enzimática da NO sintase (NOS; 
Esquema 2). Esta reação envolve o NADPH e o oxigênio molecular como co- 
substratos, a tetrahidrobiopterina (THB4), o dinucleotídeo de flavina e adenina (FAD) 
e o mononucleotídeo de flavina (FMN) como co-fatores, além da calmodulina como 
ativador alostérico da NOS (para revisão ver Crane et al., 1997; Mayer & 
Hemmens,1997).
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Esquema 2 -  Biossíntese do óxido nítrico (NO).
São caracterizadas hoje três isoformas distintas de NOS: NOS endotelial 
(eNOS; enzima constitutiva inicialmente encontrada no endotélio vascular), NOS 
neuronal (nNOS; enzima constitutiva inicialmente encontrada em células neuronais) 
e NOS induzida (iNOS; expressa em diferentes tipos celulares em resposta a 
estímulos imunológicos ou inflamatórios), cada uma sendo o produto de um único 
gene. Os genes que codificam as NOS humanas estão localizados nos 
cromossomos 7 (eNOS), 12 (nNOS) e 17 (iNOS), e são denominados 
respectivamente de nos1, nos2 e nos3 (Mayer & Hemmens, 1997). Verifica-se uma 
alta homologia (~ 90%) entre as NOS encontradas em diferentes espécies. As três 
isoformas humanas são encontradas na forma de dímeros quando ativas e
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apresentam uma seqüência de aminoácidos muito semelhante, com homologia de 
aproximadamente 55% entre si, possuindo regiões conservadas tais como um 
domínio C-terminal redutase contendo sítios de ligação à calmodulina, FMN, FAD e 
NADPH e outro domínio N-terminal oxidase que contém sítios de ligação à 
tetrahidrobiopteridina, ferro-protoporfirina (heme) e ao substrato L-arginina (para 
revisão ver Mayer & Andrew, 1998), que corresponde ao sítio catalítico. A ativação 
das três isoformas depende da modificação alostérica causada pela ligação com a 
calmodulina, que, por sua vez, tem sua atividade regulada pela presença de cálcio. 
Apenas a eNOS e a nNOS dependem da elevação das concentrações de cálcio 
intracelular, uma vez que a iNOS é capaz de ligar-se à calmodulina com alta 
afinidade, mesmo em baixa concentração intracelular de cálcio. Logo, as atividades 
das eNOS e nNOS são moduladas pelas variações do cálcio intracelular, porém o 
mesmo não ocorre com a iNOS (Moncada et al., 1991).
As três isoformas diferem na localização subcelular, na seqüência de 
aminoácidos, na sua regulação e no seu papel funcional (Tabela 1). Duas dessas 
enzimas estão continuamente presentes e por isso são denominadas de NOS 
constitutivas (cNOS). Fazendo parte deste grupo de enzimas encontramos a eNOS 
que pode estar presente tanto em células do endotélio vascular como em plaquetas 
e algumas populações neuronais, e a nNOS em células neuronais e extraneuronais 
como músculo esquelético, epitélio bronquiolar e de traquéia. Quando as células que 
contém estas enzimas são estimuladas da forma adequada, as NOS são ativadas e 
assim permanecem durante curtos períodos de tempo, gerando concentrações 
extracelulares da ordem de picomolar de NO, que serve como um sinal difusível 
mediando vários processos fisiológicos, incluindo vasodilatação e neurotransmissão
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central e periférica. A terceira enzima normalmente não é encontrada em células e 
tecidos antes que estes tenham sido induzidos à expressá-la. Os estímulos que 
induzem a expressão da INOS seriam processos imunológicos ou inflamatórios 
mediados por citocinas (TNF, IFN, IL-1), bactérias, protozoários ou fungos. A INOS 
produz NO em altas concentrações (na ordem de nanomolar a micromolar) e por 
longos períodos. No sistema imune, macrófagos ativados produzem NO e outros 
óxidos de nitrogênio que exercem efeito citostático ou citotóxico contra células 
tumorais (Stuehr et al., 1989b), além de atividade antimicrobicida contra certos 
patógenos invasivos (Nathan, 1992; Liew et al., 1990). O NO liberado por esta via 
também contribui para o desenvolvimento de certas patologias incluindo o choque 
séptico e algumas formas de inflamação aguda e crônica. Embora a nomenclatura 
das isoformas das NOS seja baseada nos tecidos originais de onde elas foram 
originalmente purificadas, hoje se sabe que há uma considerável dispersão da 
localização das NOS. Assim, a eNOS pode ser encontrada tanto em células do 
endotélio vascular como em plaquetas e algumas populações neuronais. Já a nNOS 
é encontrada no epitélio dos brônquios e traquéia e músculo esquelético. Enquanto 
a expressão de eNOS e a nNOS possa ser induzida em certas condições como 
exercício crônico, lesões em nervos e na gravidez, a iNOS pode estar presente 
constitutivamente em alguns tecidos, incluindo epitélio brônquico de humanos, rins 
de ratos e tecidos fetais (para revisão ver Moncada et al., 1997; Michel & Feron, 
1997; Cooke & Dzau, 1997).
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Tabela 1 -  Características das enzimas óxido nítrico sintases (NOS)
Enzimas Constitutivas (cNOS)
eNOS nNOS
Enzima Induzida (iNOS)
iNOS
Citosólica ou ligada à 
membrana
Citosólica Citosólica ou ligada á 
organelas
134 kDa 160 kDa 130 kDA
Dependente de NADPH Dependente de NADPH Dependente de NADPH
Dependente de THB4 Dependente de TH 84 Dependente de THB4
Atividade dioxigenásica Atividade dioxigenásica Atividade dioxigenásica
Inibida por análogos da 
L-arginina
Inibida por análogos da 
L-arginina
Inibida por análogos da 
L-arginina
Dependente de 
Ca'^^/calmodulina
Dependente de 
Ca^^/calmodulina
Independente de 
Ca^^ /^calmodulina
pmol de NO produzido pmol de NO produzido nmol de NO produzido
Efeito de curta duração Efeito de curta duração Efeito de longa duração
Cromossomo 7 Cromossomo 12 Cromossomo 17
mRNA com 4.4 Kb mRNA com 10.5 Kb mRNA com 4 Kb
2.3. ALVOS MOLECULARES E AÇÕES
Diferente de outros mediadores biológicos que exercem suas funções por 
interagirem com seus respectivos receptores, o NO induz respostas que não 
mostram características de saturação. O NO é uma molécula anfipática que se 
difunde pela membrana celular, percorrendo vários diâmetros até interagir com 
sistemas biológicos por meio de efeitos diretos ou indiretos. É importante realçar que 
os efeitos do NO nos sistemas biológicos são dependentes da sua concentração e 
dos alvos moleculares da célula, como ilustrado no Esquema 3. São ditos efeitos
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diretos, as reações entre 0 NO e detemiinadas moléculas biológicas, como proteínas 
contendo metais em grupamentos prostéticos (NOS, CG, ciclooxigenase) ou 
grupamentos tióis. Já os efeitos indiretos correspondem às reações do NO com o 
ânion superóxido e o oxigênio formando espécies reativas de nitrogênio (RNS).
ATIVAÇÃO DE VIAS DE SINALIZAÇÃO CELULAR 
EM FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO
Mitocôndria
Esquema 3 -  Concentração do NO e ativação das vias de sinalização celular 
(Modificado de McAndrew et ai, 1997).
Efeitos Diretos
Os efeitos diretos do NO geralmente ocorrem em baixa concentração local (< 
5 |jM), ligando-se preferencialmente ao ferro do grupamento heme da guanilato 
ciclase (CG) e consequentemente, promovendo a ativação desta enzima. A enzima 
guanilato ciclase catalisa a conversão de GTP em cGMP, que por sua vez medeia 
uma cascata de sinalização envolvida na regulação de processos fisiológicos e 
patológicos. Compostos endógenos e exógenos incluindo autacóides, hormônios.
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neurotransmissores e toxinas, induzem resposta celular via cGMP e por ser o NO o 
nnaior modulador da atividade da guanilato ciclase, muitos dos seus efeitos 
fisiopatológicos se dão através desta modulação, como por exemplo; motilidade do 
músculo liso vascular, agregação plaquetária, crescimento e proliferação de 
linhagens celulares, choque endotoxêmico e diarréia crônica.
Dois grupos independentes, em 1977, demonstraram que nitratos orgânicos 
induziam um aumento dose-dependente nos níveis de cGMP em músculo liso 
(Schultz et a i, 1977; Katsuki et a i, 1977). Estes estudos foram confirmados quando 
foi mostrado bioquimicamente que todos os nitrovasodilatadores e o NO ativavam 
uma guanilato ciclase solúvel (Murad et a i, 1978; Kukovetz, 1979). Atualmente 
entende-se que uma ativação da guanilato ciclase solúvel por nitrovasodilatadores 
induz o aumento dos níveis de cGMP e conseqüentemente, a fosforilação proteica 
que está associada ao relaxamento do músculo liso. Assim, o NO pode ser 
considerado um nitrovasodilatador eridógeno (Moncada et a i, 1988), uma vez que o 
sistema cardiovascular encontra-se em constante vasodiiatação dependente da 
geração desta molécula.
O NO reage com o grupamento heme da enzima sCG formando o complexo 
nitrosil-heme pentacoordenado e alterando a configuração do anel porfirínico, 
responsável pela indução do estado ativado da enzima, aumentando, assim, a 
conversão de GTP em cGMP (Ignarro et a i, 1982; Ignarro et a i, 1984; para revisão 
ver Ignarro ef a/., 1994).
Embora a CG seja o alvo efetor endógeno do NO mais estudado na literatura, 
existem outras proteínas contendo metais e grupamentos tióis que também podem 
servir de alvo de interação para o NÕ, levando ou não a importantes efeitos
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biológicos. Pode-se citar como exemplos a interação do NO com o grupamento 
heme da hemoglobina originando a metahemoglobina, e a interação do NO com a 
oxhigemoglobina convertendo o NO à nitrato por meio de uma reação oxidativa. 
Estes eventos contribuem para a inativação do NO.
O grupamento sulfidrila (SH-) também é um importante alvo para os efeitos 
biológicos do NO devido à formação de S-nitrosotióis (RSNO). Vários trabalhos 
despertaram o interesse sobre a interação tiol-NO: i. reações com tióis celulares 
contribuem para a bioatividade de certos doadores farmacológicos de óxido de 
nitrogênio (Ignarro, 1981), ii. RSNO exerciam bioatividade independente da liberação 
de NO (Kowaluk e Fung 1990), iii. a presença de RSNO em células de mamíferos 
em condições fisiológicas liberam NO'^  e NO', formas redox de NO distintas, que 
exibem variações quanto à reatividade química de outros doadores de NO (Stamier 
et a i, 1992a). A forma oxidada do NO, o NO"” ou íon nitrosônio, é a responsável pelo 
grande número de reações eletrofílicas, especialmente a reação de R-SNO. 
Quimicamente o NO"^  pode ser transfererido de um tiol para outro, processo 
chamado de transnitrosilação. Por outro lado, o N 0 ‘ pode resultar da ionização do 
nitroxil (HNO) (para revisão ver Buther et al., 1995). Os RSNO têm sido identificados 
em eritrócitos, leucócitos polimorfonucleares, cérebro, plaquetas e plasma (Jia et al., 
1996; Giovannoni et al., 1997; Gaston et al., 1998; Gordge et al., 1998; Do et al.; 
1996). Atualmente acredita-se que a interação química do tiol-NO é relevante para a 
biotividade neuronal, imune, anti-microbicida e relaxamento do músculo liso. As 
concentrações teciduais de NO e RSNO encontram-se na ordem de nanomolar 
(Lancaster, 1994) e micromolar (Arnelle & Stamier, 1995), respectivamente. As 
reservas de S-nitrosoglutationa (GSNO), uma forma particular de RSNO, podem ser
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favorecidas pela estabilidade, cinética e termodinâmica conferidas por outros RSNO 
(StamIer et al., 1992b); reações de transnitrosilação com RSNO endógenos de baixo 
peso molecular (Singh et al., 1996) e ainda, alta concentraçãos de glutationa 
reduzida em vários tecidos (Do et al., 1996). A S-nitrosiiação pode modificar a 
estrutura de proteínas por interação direta ou oxidação de tióis vicinais, sendo que 
ambas as vias de interação afetam a sinalização celular, contudo levam a diferentes 
efeitos biológicos. Um exemplo disto é a S-nitrosilação progressiva que ativa 
reversivelmente os canais de rianodina sensíveis à liberação de Ca*^, enquanto 
oxidações de tióis vicinais nos mesmos canais causam ativação irreversível. A 
reação direta do NO com grupamentos tióis de proteínas ou canais iônicos tem sido 
investigada (StamIer et al., 1992b), principalmente porque a base bioquímica desta 
interação pode levar ao conhecimento de alternativas sobre a sinalização do NO. Na 
musculatura lisa vascular, os canais de dependentes de cálcio são exemplos de 
proteínas que podem ser funcionalmente modificadas por nitrosilação (Bolotina et al., 
1994) e encontram-se envolvidas na proliferação celular (Wonderlin & Strobl, 1996). 
Podemos também citar, como exemplos, os canais de cálcio do tipo L no músculo 
cardíaco (Campbell et al., 1996), os canais de Na'*' presentes em baroreceptores (Li 
et al., 1998) e os receptores de glicocorticóides (Galigniana et al., 1999). Além disso, 
espécies reativas de NO como o NO"^  podem ativar diretamente proteínas G de^  baixo 
peso molecular {p2V^ ,^ RAC 1 ou Cdc42) que levam a ativação de MAP-kinases. 
Estas espécies também ativam diretamente outros eventos de sinalização como as 
quinases ERH, JNK e p38 (para revisão ver Broillet, 1999).
Introdução 16
Efeitos Indiretos
O NO é um radical livre que, ao reagir com o ânion superóxido ou oxigênio 
molecular, forma outras espécies reativas de nitrogênio e oxigênio (para revisão ver 
Wink & Mitchell, 1998), as quais favorecem o mecanismo peio qual o NO exerce 
seus efeitos indiretos. A reação do NO com o ânion superóxido (02‘) gera o ânion 
peroxinitrito (ONOO'; Beckman et a i, 1990), cujo efeito biológico é o relaxamento da 
musculatura lisa vascular (para revisão ver Katayama, 1995). Além disso, o 
peroxinitrito é uma molécula instável que pode gerar espécies semelhantes ao 
radical hídroxil, importantes mediadores do estresse oxidativo em diversos estados 
patológicos (Dalloz et a/., 1997). Estudos com o peroxinitrito e doador de 
peroxinitrito, o SIN-1, mostraram que este composto causa danos em células 
endoteliais (Katayama, 1995). Os outros trabalhos demonstram que o peroxinitrito 
participa de processos inflamatórios, isquemia e/ou injúria tecidual por reperfusão 
(Muijsers et a i, 1997), no entanto parece que a atividade citotóxica contra 
microorganismos patógenos é sua principal ação biológica.
2.4. NO E PROLIFERAÇÃO CELULAR
A indução e a atividade da iNOS produz elevadas concentrações de NO, 
muito acima das encontradas na ausência da INOS. No sistema imune, o NO é 
importante molécula efetora na atividade citotóxica e citostática de macrófagos 
contra patógenos e células tumorais (MacMicking et a i, 1997). O NO produzido por 
macrófagos inibe a proliferação de linfócitos T em infecções induzidas 
experimentalmente como a tripanosomlase murina e a infecção por micobactérias 
(Schieifer & Mansfield, 1993; Maw ef a/., 1997).
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_ O NO derivado do endotélio está envolvido na regulação da proliferação 
celular do músculo liso, evidenciado tanto pelo uso de doadores de NO como pela 
transferência do gene da eNOS in vitro. O NO também exerce efeito anti-proliferativo 
em fibroblastos, linfócitos e células mesangiais (Garg & Hassid, 1989; Garg & 
Hassid, 1990a; Denham & Rowland, 1992). Outros estudos in vitro mostram que o 
NO interfere em processos envolvidos na aterogênese, e que a diminuição da 
síntese de NO na disfunção endotelial pode ser um evento precoce nesta patologia 
(Bült, et al., 1996). Além disso, estudos 7n vivo mostraram que a suplementação 
dietética com arginina, a aplicação de doadores de NO ou a transfecção do gene da 
eNOS na parede arterial reduziram a hiperplasia da camada íntima (Kojda & Novack, 
1995; Von Der Leyen et al., 1995). Alguns trabalhos mostram que o efeito anti- 
proliferativo do NO pode ser atribuído ao aumento do cGMP, seja pelo uso de 
análogos permeantes de cGMP (Garg & Hassid, 1989), de inibidores da hidrólise do 
cGMP (Yu et a/., 1997) ou de peptídeos natiuréticos que elevam o conteúdo 
intracelular de cGMP (Abell et al., 1989). No entanto, o papel da sCG na inibição do 
crescimento celular causado pelo NO permanece não esclarecido. Em células 
endoteliais, os efeitos dos doadores de NO na proliferação podem variar entre a 
inibição (Yang et al., 1994) e o aumento da proliferação (Arnal et al., 1994). Não 
existe uma clara explicação para esta dualidade, embora possam ser relacionadas à 
origem do tecido, ao tipo celular utilizado, às variações das condições de cultura 
celular (Ziche et al., 1994) e às diferenças nas concentrações de NO. Outros 
trabalhos demonstram que doadores de NO inibem a proliferação de linfócitos 
humanos por um mecanismo independente de cGMP (Karup et al., 1994; Correi et 
a/., 1994; Kankaanrante eía/., 1996).
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, A progressão do ciclo celular é regulada por ativação periódica de uma farhília 
de proteinoquinases dependentes da ciclina (Cdks), as quais induzem fosforilação 
de serinas e treoninas em proteínas selecionadas. A associação de uma subunidade 
regulatória é necessária para ativação das Cdks, controlando sua habilidade de 
fosforilar alvos proteicos apropriados. Os complexos formados pelas proteínas 
Cdk2/ciclina E e Cdk2/ciclina A, são respectivamente importantes reguladores das 
fases Gi e S do ciclo celular. Doadores de NO bloqueiam a expressão de ciclina A e 
a atividade da Cdk2 (Guo ét al., 1997), inibindo a proliferação de CML após a injúria 
causada por balão, em artéria carótida de rato.
3. CANAIS DE POTÁSSIO
3.1. IMPORTÂNCIA
A membrana plasmática de células animais e vegetais possui canais 
altamente seletivos ao transporte iônico e que conectam o citosol ao exterior celular. 
Esses canais relacionam-se ao transporte de íons inorgânicos principalmente Ca"*^ ,^ 
K .^ Na"~ e Cl', sendo denominados de canais iônicos, cuja função principal é o 
controle do fluxo iônico que é essencial para várias funções celulares. Os canais 
iônicos mais comuns são aqueles permeáveis ao K"^ , os quais podem ser 
encontrados na membrana plasmática de quase todas as células animais, 
fundamentalmente mantendo o potencial de membrana. Este potencial ocorre 
quando existe diferença de carga elétrica entre os dois lados de uma membrana. Os 
canais de K~^ encontrados nas membranas plasmáticas, não estão distribuídos de 
forma aleatória na superfície celular. Alguns canais de K"" possuem uma seqüência 
de aminoácidos que possibilita sua associação com proteínas de suporte estrutural
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{scaffolding proteins), como as do domínio PDZ (domínios que estabelecem a união 
de proteínas citosólicas e transmembranares, mediando transduções de sinais mais 
complexas), resultando no agrupamento daqueles canais em regiões específicas. 
Nos neurônios, por exemplo, há uma co-localização de canais de Ca^ "^  e canais de 
dependentes de Ca^  ^no terminal pré-sináptico.
Á análise da forma e da função dos canais de K'^  é importante para b 
entendimento da fisiologia de células excitáveis, principalmente aquelas que fazem 
parte dos sistemas nervoso, cardiovascular e músculo-esquelético. Os canais de K'^  
são encontrados em diferentes tipos celulares exercendo diferentes efeitos 
biológicos. Um exemplo é a regulação do potencial de merhbrana do músculo liso 
vascular. O bloaueio destes canais despolariza a membrana, enquanto que sua 
,aliyaçâo a hiper^polariza. Inibindo a contração vascular, uma vez que ocorre redução 
da concentração intracelular de cálcio (Brayden, 1996; Okada et a i, 1993). Apenas 
como exemplos da diversidade de eventos fisiológicos nos quais estes canais estão 
envolvidos, podemos citar o papel dos canais de K'*' na reabsorção e excreção de 
potássio pelo epitélio renal: na hiperpolarização das células T e B como pré-requisito 
à mitoqênese e à proliferação na resposta imune: na transducão do sinal em células 
mecano-sensoriais: na regulação do fluxo osmótico das células estomáticas das 
plantas resultantes das variações dos níveis de gás e água, e na regulação do 
volume e manutenção da forma dos eritrócitos (para uma revisão ver Miller, 2000).
3.2. TIPOS
Em geral, a atividade dos canais de K"' é finamente regulada por controles 
tecido-específiços como a transcrição e ações bioquímicas que influenciam as
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proteínas do canal. Alguns canais de são constitutivamente ativos, mas a maior 
parte deles agem transitoriamente, sendo abertos por sinais fisiológicos como 
neurotransmissor ou segundo mensageiro. Canais de dividem-se em canais de 
potássio dependente de voltagem (Kv), canais de retificadores de influxo {inward 
rectifier, K ir), canais de K'" ATP-dependentes (Katp) e canais de K"" dependentes de 
Ca^ "" (K c a ) .  Os canais Kv são ativados por despolarizações. Alguns canais de 
cálcio-dependentes são sensíveis aos níveis citoplasmáticos de Ca^ "" e a voltagem, 
embora outros respondam somente ao Ca^ '*^ . Diferentes canais de K"" retificadores de 
influxo de são diretamente abertos por fatores intracelulares como a proteína G, 
nucleotídeos ou poliaminas (Miller, 2000). Diferentes mecanismos estão envolvidos 
na modulação de canais de potássio por segundos mensageiros, mas eventos de 
fosforilação/defosforilação são os mais usuais (Catterall ef a/., 1991).
A relação entre as propriedades elementares dos subtipos de canais de K"" e 
a atividade do NO sobre os mesmos são abordadas a seguir:
a) Canais de IC  dependente de voltagem: A atividade do canal Kv aumenta com a 
despolarização da membrana, sendo que este canal participa ativamente da fase de 
repolarização da membrana celular. Existem dois subgrupos: os canais de baixa 
condutância (condutância média de 7 pS) e os de média condutância (condutância 
média de 70 pS), sendo que a inibição destes canais é mediada por Ca^ "^  ou Mg^  ^
intracelulares. Foram identificados canais Kv na musculatura lisa em diferentes 
artérias, como coronária, cerebral, renal, mesentéria e pulmonar. Compostos tais 
como a 4-aminopiridina (de forma muito seletiva), TEA ou Ba^ "" bloqueiam a 
atividade dos Kv em vasos. O NO abre estes canais por mecanismos dependentes
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e/ou independentes de cGMP, hiperpolarizando a membrana e resultando em 
vasorelaxamento (para uma revisão ver Brayden, 1996).
b) Canais de IC retifícadores de influxo: Os canais Kir participam ativamente, 
durante a diminuição e o aumento do potenciaf de membrana celular da musculatura 
lisa arterial, produzindo influxo e efluxo de íons K"^ , respectivamente. São 
denominados de canais anômalos e são inibidos por TEA ou Ba^ "^ . Estudos em 
artéria cerebral de coelho mostram que a indução de shear stress promove a 
ativação dos canais KiR_nas células endotelials, levando-as a sintetizar e liberar o NO 
(Welirnan ef a/., 1995).
c) Canais deJC  ATP-dependentes: Os K a t p  são abertos quando ocorre uma 
diminuição nos níveis de ATP intracelular. O TEA, ou drogas mais seletivas como as 
sulfoniluréias, glibenclamida e tolbutamida têm efeito inibitório nestes canais. De 
fornia inversa, alguns vasodilatadores endógenos como o CGRP {Calcitonin Gene- 
Related Peptide), o VIP {Vasoactive Intestinal Peptide) e a adenosina, e exógenos, 
como o pinacidil e o cromacalim causam a ativação dos K a t p  e hiperpolarização da 
membrana celular (para uma revisão ver Brayden, 1996).
d) Canais de IC dependentes de Ca^*: Existem três classes distintas de canais de 
dependentes de Ca^ ,^ de acordo com sua condutância ao potássio. A primeira
classe refere-se aos canais de alta condutância (abreviadamente BKca: condutância 
média de 250 pS). A segunda classe é constituída pelos canais de condutância 
intermediária (M /K c a  ou IK ca; condutância média 60 pS) e a terceira pelos canais de 
baixa condutância (SKca; condutância média da ordem de 15 pS). Os três tipos de 
canais dependem ainda dà elevação da concentração intracelular de cálcio para sua 
abertura (Vergara eí a/., 1998).
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Os canais de alta condutância (também denominados de Maxi BKca ou Big 
channels) distribuem-se amplamente em diferentes tecidos (para uma revisão ver 
Brayden, 1996). Estes canais podem ser também ativados por proteínas quinases 
dependentes de cAMP ou cGMP e/ou diretamente pela proteína G (para uma 
revisão ver Brayden, 1996). Alguns trabalhos sugerem que o componente principal 
para a ativação do BKca seja via cGMP em células de músculo liso vascular (Fujino 
et a!., 1991; Robertson et a i, 1993 e Taniguchi et a i, 1993). Este tipo de canal pode 
ser eficientemente bloqueado por toxinas animais (caribdotoxina, iberiotoxina e 
apamina; Vergara ef a/., 1998)
Os canais de baixa condutância também têm uma ampla distribuição. São 
menos estudados que os de alta condutância e podem ser inibidos pela tubocurarina 
(Khole ef a i, 1996) de forma não-seletiva. Em relação ao bloqueio causado pela 
apamina, estes canais dividem-se naqueles sensíveis à apamina e os que não o são 
(Vergara et al., 1998). Um exemplo da função destes canais está na observação de 
que o aumento da expressão destes canais em camundongos altera a função da 
musculatura lisa uterina comprometendo o parto (Bond et a i, 2000). Com base neste 
e em outros estudos, sugere-se que o melhor entendimento da função e da 
modulação destes canais possa permitir uma melhor avaliação do seu papel em 
desordens neurodegenerativas e de músculo liso (Shieh ef ai, 2000).
Os canais de condutância intermediária também são encontrados em vários 
tipos celulares, como o fibroblasto e células de origem tumoral (Rane, 2000). Estes 
canais são bloqueados pela- caribdotoxina, mas não pela iberiotoxina ambas 
bloqueadoras de canais de alta condutância. Importante, a apàrnina não é capaz de 
bloquear este tipo de canal. Existem outros bloqueadores não-seletivos para este
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tipo de canal, tais como clotrimazol (Brugnara et a i, 1995) e, mais recentemente, o 
TRAM-34, um inibidor'mais seletivo (Wuiffef a/., 2000).
3.3. CANAIS DE POTÁSSIO E PROLIFERAÇÃO CELULAR
Os canais de potássio fazem parte de uma diversificada família de canais 
iônicos de membrana e estão implicados numa grande variedade de funções 
fisiológicas. As variações funcionais dos canais de são importantes na fisiologia 
do crescimento e da proliferação de células cancerosas e normais. Uma variedade 
de subtipos de canais de K"" pode ser encontrada em diferentes sistemas biológicos, 
inclusive numa única célula (para uma revisão ver Latorre & Miller, 1983). Estes 
canais têm significante papel sobre o controle da proliferação celular, porém nem 
todos eles contribuem necessariamente neste processo. São muitos os esforços 
para definir o mecanismo específico dos canais de K"" neste processo, mas isto ainda 
não está bem esclarecido, talvez pelas diferenças entre os vários tipos celulares 
estudados. Por exemplo, canais de potássio dependentes de voltagem atuam como
. "V ’
ativador autócrino por influenciar na elaboração e secreção de interleucina-2 (lL-2), 
controlando a proliferação de iinfócitos T (Chandy et al., 1984). Os canais de 
potássio cálcio-dependentes estão envolvidos em mecanismos regulatórios no 
crescimento de linfócito B (Partiseti et a i, 1992).
A abertura ou ativação dos canais de é necessária para passagem através 
de estágios específicos do ciclo celular, principalmente num estágio muito precoce 
da proliferação celular, servindo de elo entre vias de sinalização bioquímica e 
fisiológica que regulam a progressão do ciclo celular (Wonderlin & Strobl, 1996).
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A função e regulação do crescimento celular associado aos canais devem ser 
diferentes daquelas onde o canal está envolvido na sinalização elétrica de células 
excitáveis, cuja modulação é realizada por receptores acoplados a proteínas G. 
Estudos com peptídeos mitogênicos mostraram a relação entre a atividade do Kca e 
a proliferação celular. Um exemplo disto é a upregulation de Kca em fibroblastos na 
presença de PDGF (mitógeno completo, isto é, não requer a presença de um co- 
mitógeno para estimular a proliferação de maneira eficiente), sustentada por 24 h. 
Por outro lado, a densidade destes canais volta ao nível pré-mitogênico depois de 6 
h de tratamento com EGF (mitógeno parcial) (Huang & Rane, 1994).
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Existe na literatura um grande número dé trabalhos mostrando o efeito do NO 
em canais iônicos e em menor número, estudos mostrando a, participação de canais 
na proliferação celular. Por outro lado, não há dados mostrando que o NO agindo 
em canais iônicos possa influenciar a proliferação celular. Sendo asSim, nossos 
objetivos foram;
GERAL
>  Investigar o efeito do óxido nítrico na proliferação celular.
ESPECÍFICOS
>  Comparar o efeito de 3 doadores de NO (SNAP, GSNO e SNP) sobre a 
proliferação celular.
>  Determinar as concentrações citostáticas e citotóxicas do NÕ nas linhagens 
celulares utilizadas neste estudo.
>  Investigar a reversibilidade do efeito do NO sobre a proliferação celular.
>  Investigar o mecanismo de ação envolvido no efeito do NO sobre a proliferação 
celular no que se refere ào envolvimento da guanilato ciclase solúvel, do 
citoesqueleto e de canais de potássio.
MATERIAL E MÉTODOS
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3.1. LINHAGENS DE GÉLULAS
Neste estudo foram utilizadas duas linhagens de células de mastocitoma de 
camundongo, P815 e MCP-5. A primeira foi obtida comercialmente da ATCC 
{American Type Culture Collection) e a segunda foi inicialmente caracterizada por 
Naveen et al., (1993) e nos foi gentilmente cedida pela Dra. Sandra Oliveira, 
USP/Ribeirão Preto. As células foram mantidas em garrafas plásticas para cultura 
com DMEM {Dulbecco’s Modified Eagle Medium, suplementado com soro fetal 
bovino 10%, penicilina 100 U/ml, estreptomicinà 100 pg/ml, glutamina 2 mM e 
HEPES 10 mM, pH 7,4) a 37°C em atmosfera úmida contendo 5% de GO2. O 
repique das culturas foi realizado a cada 3-4 dias por remoção de 90% de meio 
contendo as células e adição de meio fresco até a passagem de número 8, no caso 
da linhagem P815.
Para a realização dos experimentos, as células foram obtidas por 
centrifugação (250 x g, 10 min), seguida de descarte do sobrenadante e 
resuspensão do precipitado em meio fresco, de onde foi retirada uma pequena 
alíquota para determinação da viabilidade celular pelo método de exclusão de Azul 
de Trypan. Para tal, uma alíquota de 20 pl da suspensão celular foi diluída (1/10) em 
uma solução de Azul de Trypan (0,5%) e a proporção de células viáveis (que não 
apresentaram coloração azulada intracitoplasmática) foi avaliada em câmara de 
Neubauer e microscópio ótico comum (aumento de 400 vezes). Suspensões 
celulares com no mínimo 98% de viabilidade foram plaqueadas em triplicata (5 x 10'^  
células em 200 pl de meio por poço) em placa de 96 poços estéril e os compostos 
ou veículos adicionados em volume máximo de 20 pl. As placas foram incubadas em
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estufa (37°C) pelo período experimental adequado (4-48 h) e processadas para os 
ensaios específicos.
3.2. ENSAIO DÉ PROLIFERAÇÃO CELULAR PELO MÉTODO DO CRISTAL 
VIOLETA
Para investigação da proliferação celular, utilizamos o método descrito por 
Kueng et al. (1989) com algumas modificações. Ao final do período experimental, as 
células fòram cuidadosamente resuspensas e transferidas para placas de 96 poços 
com fundo em V. As células de cada poço foram fixadas e coradas pela adição de 
20 [jl da solução de cristal violeta (composição descrita no item 3.8) e incubadas a 
37°C em estufa de CO2 durante 30 min; A placa foi centrifugada (270 x g, 10 min, 
temperatura ambiente) e 0 sobrenadante desprezado. As células foram lavadas 
desta forma duas vezes com água deionizada para retirar o excesso de corante. 
Após a última centrifugação, as células foram resuspensas em 200 |jI de solução de 
SDS (1% (p/v) de dodecil sulfato de sódio em água deionizada), incubadas a 
temperatura ambiente por 15 min para lise das células e extração do corante. O 
conteúdo da placã foi transferido para placa de 96 poços dé fundo plano e a 
densidade óptica determinada em leitor de placas Ultra Microplate Reader ELX808 
(Biotek Instruments Inc., USA) à 550 nm. Para validar a correspondência entre a 
densidade ótica e número de células, experimentos paralelos foram realizados nos 
quais o número de células foi contado em câmara de Neubauer.
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3.3. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO MÉTODO DO MTT
Com o objetivo de avaliar a viabilidade celular, foi utilizado como metodologia 
o ensaio do MTT [brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dimetiltetrazólio] descrito por 
Van de Loosdrecht et al. (1991). O princípio deste método reside no fato de que este 
corante é oxidado por espécies ativas de oxigênio vindas da atividade mitocondrial, 
portanto uma medida indireta da viabilidade celular. O sal de MTT-formazan que se 
forma é insolúvel em água, mas solúvel em solventes orgânicos. 
Consequentemente, a coloração obtida nos grupos controle representa 100% de 
viabilidade celular. Resumidamente, as células foram centrifugadas ao final de cada 
período experimental para remoção do sobrenadante, uma vez que o NO liberado no 
meio tem a capacidade de oxidar o MTT e isto interfere nos resultados. A seguir, 
adicionou-se 100 pl de meio de cultura contendo 10% (v/v) de uma solução de MTT 
(5 mg/ml em PBS) em cada poço. Em seguida as células foram incubadas em estufa 
a 37°C e 5% de CO2 por 3 h. Após este período, as células foram centrifugadas para 
remoção do sobrenadante e adição de 100 |jl de álcool isopropílico/HCI 0,04 N em 
cada poço, seguida de repouso por 10 min. Nova centrifugação foi feita para 
retirada dos debris celulares e obtenção de um sobrenadante límpido para leitura da 
densidade ótica em leitor de placa à 550 nm. Experimentos preliminares da 
determinação da viabilidade celular por Azul de Trypan ou por MTT forneceram 
resultados similares. Assim sendo e por uma questão de conveniência e custo, 
passamos a utilizar regularmente a técnica do Azul de Trypan para avaliação da 
viabilidade celular.
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3.4. ín d ic e  MITOTICO
Uma alíquota contendo 5 x lO'^  células foi destinada à confecção de lâminas 
por citocentrifugação que, após a secagem foram coradas pelo método de May- 
Grunwald-Giemsa. A análise morfológica foi feita em microscopia ótica comum com 
auxílio de objetiva de imersão (aumento de 800 x). O índice mitótico foi expresso 
como porcentagem de células em mitose/total de células contadas, após contagem 
de 100 células por lâmina. ^
3.5. CINÉTICA DE LIBERAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR DOADORES DE NO
Levando-se em consideração que o NO decai a concentrações 
aproximadamente idênticas de nitrato e nitrito em cultura (Hibbs et al., 1990), 
determinamos a concentração de nitrito pela reação de Griess para obter a taxa de 
liberação de NO pelo doador utilizado (SNAP). As células (5 x 10"^ / poço em 200 |j1 
de meio) foram incubadas a 37°C/5% de COaCom SNAP (100 |jM) durante períodos 
de 30 min, 1,2,  3 e 4 ti. Outro grupo de células foi Incubado sem SNAP, enquanto 
dois outros grupos continham apenas meio de cultura, com ou sem SNAP. Após 
cada tempo experimental, retirou-se 100 pl do sobrenadante de cada grupo para 
misturar com o mesmo volume de reagente de Griess em placa de 96 poços para 
posterior leitura em leitor de placa à 550 nm. Uma curva-padrão de nitrito (0 a 150 
IjM) foi realizada simultaneamente e os valores foram expressos em pM.
3.6. COMPOSTOS E MEIO DE CULTURA
Para este estudo utilizou-se meio de cultura, soro e antibióticos (GIBCO, São 
Paulo, Brasil); SNAP (S-nitroso-N-acetil-D,L-penicillamina) e GSNO (S-
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nltrosoglutathiona) sintetizados em nosso laboratório pelo método de Field et al. 
(1978) e Rockett et al. (1991), respectivamente; SIN-1 ([3-(4-morpholinyl)- 
sydnonimine-hydrochloride]) gentilmente cedido pelo Dr. K. Schonafinger, (Hoechst, 
Alemanha); ODQ (1H-(1,2,4)-oxadiazol-(4,3-a)-quinoxalin-1-one) gentilmente cedido 
pelo Dr. Fernando Cunha, Departamento de Farmacologia, Faculdade de Medicina 
de Ribeirão Preto, USP. Tetraetilamônio, 4-aminopiridina, glibenclamida, colchicina, 
citocalasina B, dibutiril monofosfato de guanosina cíclico (cGMP) forma adquiridos 
da Sigma Chemical Co., USA; caribdotoxina, iberiotoxina e apamina foram 
adquiridos de Alomone Laboratories (Jerusalem, Israel). Todas os compostos foram 
diluídos para o uso em meio de cultura, exceto a glibenclamida que foi preparada em 
DMSO e as toxinas que foram preparadas em PBS contendo albumina sérica bovina 
livre de proteases (5 mg/ml). Os demais reagentes foram obtidos de fontes 
comerciais e da melhor qualidade possível.
3.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA
Os resultados estão expressos como a média ± erro padrão da média (EPM) 
de triplicatas. Cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes com resultados 
similares (n total de 6 a 9). Para a análise estatística foi utilizada a análise de 
variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste t de Bonferroni. Um valor de P  
menor que 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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3.8. SOLUÇÕES
3.8.1. - Cristal Violeta
Cristal Violeta........................ .........  ..............  ................... 100 mg
Etanol p.a....................... ................... ................................. .....  30 ml
Formaldeído p.a. (solução estoque 40% ) ........................... 50 ml
Sais adicionados para fornecer concentrações finais (em mM) NaCI 
(137), KCI (2,7), KH2PO4 (1,5) e NaHP04 (8,1)
Água deionizada qsp.... ...... ............................. .................. . 100 ml
. pH ajustado para 7,0.
Estocada em geladeira por prazo Indefinido.
3.8.2. - Reagente de Griess
Solução 1: sulfaniiamida 1% (p/v) em ácido fosfórico 10% (v/v).
Solução 2: alfa-naftil-etilenodiamina 0,1% (p/v) em água Milli-Q.
As duas soluções são armazenadas em geladeira por até 2 meses. Na 
hora de uso, são misturadas em partes iguais para formar o reagente 
de Griess, que é misturado em partes iguais com a amostra em 
questão.
3.8.3. - Reagentes para ensaio do MTT
Solução 1: 5 mg [brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dimetiltetrazólio] 
em 1 ml PBS
Solução 2; álcool isopropílico/HCI 0,04 N
RESULTADOS
Resultados 35
4.1. VALIDAÇÃO DA MEDIDA DE PROLIFERAÇÃO CELULAR PELO MÉTODO 
DO CRISTAL VIOLETA
Como pode ser visto na Figura 1, existe uma correlação linear entre o número 
de células avaliado pelo método do cristal violeta e a contagem direta em câmara de 
Neubauer. Assim, diante do grande número de amostras analisadas durante os 
experimentos, o método do cristal violeta foi utilizado no restante deste trabalho para 
avaliar o número de células, já que ele é de fácil performance, mais barato e mais 
adequado do que a contagem direta em câmara.
Número de Células (x 10"*)
Figura 1 -  Validação do método de coloração com cristal violeta em 
comparação com a contagem direta em câmara de Neubauer. Vários grupos 
formados por diferentes números de células viáveis (viabilidade determinada por 
Azul de Trypan e contagem direta em câmara de Neubauer) foram semeados em 
placas de 96 poços (em triplicata) em 200 [jI de meio de cultura. Cada grupo foi 
fixado e corado com solução de cristal violeta, lavado com água deionizada, 
homogeneizado em solução de dodecil sulfato de sódio (SDS, 1% p/v) e a leitura da 
densidade ótica realizada em 550 nm, conforme descrito em Métodos. Cada ponto 
representa a média + EPM de triplicatas. Quando a barra de erro não for visível, ela 
está encoberta pelo símbolo. O coeficiente de correlação foi de 0,886.
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4.2. EFEITO DO ÓXIDO NÍTRICO NA PROLIFERAÇÃO CELULAR
Estudos mostram que o óxido nítrioo pode ser citostático (Peunova & 
Enikolopov, 1995) ou citotóxico (Albina & Reiohner, 1998) dependendo da 
concentração de doador de NO e da linhagem celular utilizada. Com o objetivo de se 
estudar o efeito citostático dp NO, eliminando a possibilidade de que a citostase 
pudesse estar ocorrendo por causa de um efeito citotóxico, realizamos o seguinte 
experimento. Células da linhagem P815 foram incubadas com várias concentrações 
de SNAP (a saber 10, 30,100, 180, 300, 550 e 1000 pM) por diferentes períodos de 
tempo (12, 24 e 48 h). O resultado de tais experimentos está na Figura 2. Observa- 
se que a morte celular foi evidente somente em concentrações de SNAP acima de 
180 pM à partir de 24 h. Por outro lado, observa-se um nítido efeito citostático na 
faixa de concentrações até 100 pM, onde todas as células permaneceram viáveis. 
Portanto, nesta faixa de concentração vê-se o efeito anti-proliferativo sem que isso 
possa ser atribuído á um efeito citotóxico e por esta razão esta faixa de 
concentração de SNAP (10 -100 pM) foi escolhida para ser usada no restante do 
nosso trabalho.
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Figura 2 -  Efeito do óxido 
nítrico na proliferação e na 
viabilidade da linhagem celular 
P815 (mastocitoma de 
camundongo). Células P815 
foram plaqueadas em triplicata (5 
X 10"* células em 200 |jl de melo 
por poço) e incubadas com 
SNAP nas concentrações de 10, 
30. 100, 180, 300, 550 e 1000 
, |jM nos períodos de tempo 
indicados. Ao final de cada 
experimento, foram avaliadas 
proliferação celular (círculos 
fechados) pelo método do cristal 
violeta e viabilidade celular 
, (círculos abertos) pelo método do 
MTT. Cada ponto representa a 
média de triplicatas ± EPM. 
Quando a barra de erro não for 
visível, ela está encoberta pelo 
símbolo.
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Uma vez mostrado qual a faixa de concentrações de NO que causavam 
citostase, avaliamos a morfologia das células para verificar qual a razão da 
redução na proliferação. A Figura 3 mostra a interrupção da proliferação celular 
resultante do efeito do NO. A quantificação deste experimento mostra que existe 
um número muito maior de figuras mitóticas (com predomínio de metáfase) nas 
células tratadas com SNAP (0,7% ± 0,3% e 19 ± 0,3%, grupos controle e tratado 
com 100 |jM de SNAP, respectivamente; média ± SEM de ensaios em triplicata, 
P< 0,05).
Figura 3 -  Fotografia de células P815 após tratamento com SNAP. Células 
da linhagem P815 foram incubadas com SNAP (100 pM, 24 h). Lâminas 
preparadas em citocentrífuga foram coradas com May Grünwald-Giemsa e 
examinadas em objetiva de imersão. A barra representa 20 jjm (aumento 1000 x) 
e as setas identificam as células em mitose.
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A próxima série de experimentos visou avaliar se este efeito citostático do NO 
não era especifico à linhagem P815. Para tanto, utilizamos outra linhagem de 
mastocitoma de camundongo, a MCP-5. Pode-se constatar que o SNAP nas 
concentrações de 10 a 100 pM também exerce um efeito anti-proliferativo nesta 
linhagem, como mostrado na Figura 4, em comparação à linhagem P815. Portanto o 
efeito do NO não é específico para a linhagem celular P815.
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Figura 4 -  Efeito do SNAP na proliferação das linhagens de mastocitoma de 
camundongo P815 e MCP-5. As células das linhagens P815 (Painel A) e MCP-5 
(Painel B) foram plaqueadas em triplicata (5 x IO'* células em 200 pl de meio por 
poço), incubadas (24 h) com SNAP nas concentrações indicadas ou com 
cicloheximida (Cy; 18 pM). A barra aberta indica células incubadas com meio de 
cultura somente ou apenas com meio de cultura. Após o período de incubação, o 
número de células foi avaliado pelo método do cristal violeta (ver legenda da Figura 
1 e seção Material e Métodos). Os resultados estão expressos como média ± EPM 
de triplicatas. * P< 0,05 quando comparado com o grupo controle (barras abertas; 
ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni).
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Diferentemente do SNAP, o NAP (composto não-nitrosilado do qual sintetiza- 
se o SNAP) e o GSH (precursor do GSNO) foram destituídos de qualquer efeito na 
proliferação celular (Tabela 2).
Tabela 2- Efeito dos compostos não-nitrosilados N-acetil-penicilamina (NAP) e 
glutationa reduzida (GSH) e do doador de peroxinitrito (3-morfolinil sidnonimina; 
SIN-1) na proliferação da linhagem P815.
Compostos (|jM) Densidade Óptica (550 nm)
Controle 0,61 ± 0,03
SNAP 10 0,46 ±0,03^
100 0,28 ± 0,03^
NAP 10 0,64 ± 0,05
100 0,59 ±0,02
. GSH 10 0,57 ±0,03
100 0,72 ±0,02
SIN-1 10 0,31 ± 0 ,0 2 #
100 0,30 ± 0,07 #
Células P815 foram plaqueadas, incubadas com compostos por 24 h, fixadas e 
coradas com solução de cristal violeta, como descrito na seção de “Material e 
Métodos”. Os dados representam a média das triplicatas ± EPM. ® P < 0,05 versus 
grupo controle; # indica viabilidade celular reduzida em aproximadamente 40%, 
analisada pelo método de exclusão de Azul dé Trypan.
4.3. ESTUDO COMPARATIVO DA INFLUÊNCIA DE DOADORES DE ÓXIDO 
NÍTRICO NA PROLIFERAÇÃO DE CÉLULAS DA LINHAGEM P815
É bem conhecido que o NO pode ter efeitos opostos dependendo da sua 
concentração (McAndrew et al.., 1997). Assim sendo, o próximo bloco de 
experimentos visou a comparação do efeito anti-proliferativo de três doadores de 
NO. A diferença básica entre os três compostos reside na diferente cinética com 
que eles liberam o NO, quando em solução. Como mostrado na Figura 5, Painel A, o
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SNAP (considerado um doador de cinética intermediária, com ti/2 da ordem de 1-3 h; 
Arnelle & Stamler, 1995) inibiu de maneira concentração- e tempo-dependente a 
proliferação celular da linhagem P815, com efeito inibitório máximo em torno de 
50%, após o tratamento das células com SNAP na concentração de 100 pM por um 
período de 48 h.
Um efeito similar foi observado com o GSNO (um doador de cinética lenta de 
ti/2 3 h; Arnelle & Stamler, 1995), sendo que o efeito máximo foi da ordem de 50% de 
inibição com a concentração de 1000 pM (Figura 5, Painel B). Como para o SNAP, o 
efeito pode ser inteiramente atribuído ao NO já que os compostos não-nitrosilados 
(NAP e GSH, respectivamente) foram destituídos de efeitos anti-proliferativos 
(Tabela 2).
Já o nitroprussiato de sódio (Figura 5, Painel C) pareceu inibir 
acentuadamente a proliferação das células PB 15 mas, na verdade, causou morte 
acentuada (em torno de 40%), o que impediu a sua avaliação como inibidor da 
proliferação celular.
É importante ressaltar que, em todos os experimentos, a cicloheximida (um 
inibidor da síntese proteica) foi utilizada como controle positivo. Entretanto, nestas 
concentrações e nestes tempos de estudo (até 24 h) este composto não induziu 
morte celular, avaliada tanto pelo ensaio do MTT como do Azul de Trypan.
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Figura 5 -  Comparação do efeito de SNAP, GSNO e SNP na proliferação de 
células P815. As células foram plaqueadas em triplicata (5 x 10"^  células em 200 (j I 
de meio por poço), incubadas com SNAP (Painel A), GSNO (Painel B) ou SNP 
(Painel C) nas concentrações e tempos indicados ou com cicloheximida (Cy; 18 pM); 
ou apenas com meio de cultura (símbolos abertos). Após o período de incubação, o 
número de células foi avaliado pelo método do cristal violeta (ver legenda da Figura 
1 e seção Material e Métodos). Os resultados estão expressos como média ± EPM 
de triplicatas. As curvas representadas com símbolos quadrados (tempos 24 e 48 h. 
Painéis A e B), com triângulos (tempos 24 e 48 h. Painéis A e B) e com losangos 
(tempos de 24 e 48 h. Painéis A, B e C) foram estatisticamente diferentes dos 
respectivos tempos na curva controle (representada pelos símbolos abertos) 
(ANOVA seguido de teste t modificado por Bonferroni). # viabilidade celular reduzida 
em aproximadamente 40% , analisada pelo método de exclusão de Azul de Trypan.
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4.4. EFEITO DO PEROXINITRITO NA PROLIFERAÇÃO DA LINHAGEM P815
É descrito na literatura que o peroxinitrito é citotóxico para vários tipos 
celulares (Beckrnan & Koopenol, 1996). Assim, resolvemos investigar se o efeito do 
NO descrito em nosso trabalho não seria decorrente da ação do peroxinitrito. Para 
isso, as células foram incubadas com um doador de peroxinitrito, o SIN-1, nas 
concentrações de 10 e 100 pM durante 24 h. A avaliação precisa do efeito anti- 
proliferativo do SIN-1 não põde ser feita já que este composto induziu citotoxicidade 
da ordem de 40% (Tabela 2).
4.5, PARTICIPAÇÃO DA VIA DA GUANILATO CICLASE SOLÚVEL NO EFEITO 
ANTI-PROLIFERATIVO DO ÓXIDO NÍTRICO
Vários efeitos do NO são mediados pela ativação da enzima guanilato ciclase 
(sGC) e conseqüente produção de cGMP (Ignarro, 1991). Como existem estudos 
mostrando que o NO inibe a proliferação celular por um mecanismo mediado por 
cGMP (Garg & Hassid, 1989), avaliamos a possível participação do cGMP no efeito 
anti-proliferativo do NO. Para isto, foram utilizados o ODQ, um inibidor da guanilato 
ciclase solúvel, o 8-Br-cGMP, um análogo de cGMP permeante de membranas. De 
acordo com os dados mostrados na Tabela 3, a inibição da guanilato ciclase pelo 
ODQ não reverteu o efeito anti-proliferativo induzido pelo NO. Da mesma forma, o 8- 
Br-cGMP, não causou mudança na proliferação celular. É importante ressaltar que 
nem o ODQ nem o 8-Br-cGMP tiveram qualquèr efeito sobre a proliferação das 
células P815 quando utilizados na ausência de NO.
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Tabela 3 -  Efeito da inibição da guanilato ciclase por ODQ na diminuição dá 
proliferação da linhagem P815 induzida por SNAP.
Compostos (|jM) Densidade Óptica (550 nm)
Controle 1,21 ±0 ,04  ,
SNAP 100 0,76 ±0,02^
ODQ 1 1,21±0,04
10 1,11 ±0,01
SNAP 100 + ODQ 1 0,71 ±0,03^
SNAP 100 + ODQ 10 0,81 ±0,05®
Células P815 foram plaqueadas, incubadas como compostos por 24 h, fixadas e 
coradas com cristal violeta, como descrito na seção de “Material e Métodos”. Os 
dados representam a média das triplicatas ± EPM. ® P < 0,05 versus controle.
4.6. REVERSIBILIDADE DO EFEITO ANTI-PROLIFERATIVO DO ÓXIDO NÍTRICO
Nosso próximo passo foi investigar a reversibilidade do efeito do NO sobre a 
proliferação celular. Para tal, um grupo de células foi incubado com SNAP por 4 h, 
lavadas para remoção do doador de NO e deixadas em meio apenas por mais 20 h. 
Nas mesmas condições experimentais, outro grupo de células foi incubado por 24 h 
sem a retirada do SNAP do meio. Como mostra a Figura 6, a exposição das células 
ao SNAP por apenas 4 h já foi suficiente para causar um efeito inibitório equivalente 
àquele visto quando o doador foi deixado por 24 h em contato contínuo com as 
células. É importante ressaltar que esta irreversibilidade não é generalizada já que a 
cicloheximida não compartilhou esta característica do SNAP.
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Figura 6 - Irreversibilidade do efeito anti-proliferativo do óxido nítrico em 
células P815. As células foram plaqueadas em triplicata (5 x 10"^  células em 200 pl 
de meio por poço), incubadas com SNAP nas concentrações indicadas ou com 
cicloheximida (Cy; 18 pM) por 4 h (barras fechadas) seguidas de lavagem e 
incubadas por mais 20 h sem o agente, ou por 24 h continuamente (barras abertas). 
Após o período de incubação, o número de células foi avaliado pelo método do 
cristal violeta (ver legenda da Figura 1 e na seção Material e Métodos). Os 
resultados estão expressos como média ± EPM de triplicatas. * P< 0,05 quando 
comparado com o grupo controle (ANOVA seguida pelo teste t de Bonferroni). # P<
0,05 quando comparado com o grupo tratado com cicloheximida por 24 h.
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Neste ponto, pareceu-nos importante avaliar qual a cinética de liberação de NO pelo 
SNAP para verificação se todo o doador teria se consumido em 4 horas. A Figura 7 
mostra que em 4 hs, cerca de metade da concentração original do SNAP 
(assumindo que em condições de cultura o NO decai à concentrações 
aproximadamente iguais de nitrito e nitrato) ainda estava presente no meio de 
incubação. Um achado curioso neste experimento foi que a liberação de NO do 
SNAP é muito acelerada (cerca de 8-10 vezes em 4 h) pela presença de células.
4.7. ENVOLVIMENTO DO CITOESQUELETO NO EFEITO ANTI-PROLIFERATIVO 
DO ÓXIDO NÍTRICO
Vários estudos apontam o citoesqueleto como uma das estruturas essenciais 
para a proliferação celular (Sorger et al., 1997). Sabendo que o NO é capaz de 
interferir com o funcionamento do citoesqueleto (Eiserich et al., 1999), decidimos 
avaliar se isto poderia explicar o efeito anti-proliferativo dò NO. Para tanto, foram 
utilizados como ferramentas farmacológicas a colchicina, um agente 
despolimerizante de microtúbulos, e a citocalasina B, um agente despolimerizante 
de microfilamentos. As células foram incubadas previamente com cada agente 
durante 30 min, seguido da adição e de co-incubação com SNAP até completar 4 h. 
As células foram então lavadas e deixadas em repouso por 20 h. Os resultados 
destes experimentos são apresentados na Tabela 4. É importante enfatizar que 
tanto a colchicina quanto a citocalasina quando incubadas com as células por 24 h 
(resultados não mostrados) inibiram completamente a proliferação celular.
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Figura 7 -  Cinética de liberação de 
óxido nítrico por SNAP na presença 
ou ausência de céluias P815. SNAP 
(100 |jM) foi adicionado a poços de uma 
placa de 96 poços, em triplicata, na 
ausência (círculos abertos) e na 
presença (círculos fechados) de céluias 
P815 (5 X 10"^  células/poço) e incubado 
à 37°C. Em diferentes períodos (30 min,
1, 2, 3 e 4 h), alíquotas do sobrenadante 
dos poços foram tomados, misturados 
com o mesmo volume do reagente de 
Griess e lidas em 540 nm. Os valores 
estão expressos como pM de nitrito e 
representam a média ± EPM de 
triplicatas. * P < 0,05 quando comparado 
com o grupo sem células células 
(símbolos abertos).
Tabela 4- Efeito da citocalasina B e colchicina na diminuição da proliferação da 
linhagem P815 induzida por SNAP.
Compostos (pM) Densidade Óptica (550 nm)
Controle 0,87 ± 0,03
SNAP 100 0,53 ±0,01^
Citocalasina B I 1,00 ±0,07
Citocalasina B 10 0,86 ± 0,00
SNAP 100 + Citocalasina B 1 0,54 ±0,06^
SNAP 100 + Citocalasina B 10 0,46 ±0,04^
Colchicina 1 0,85 ±0,01
Colchicina 10 0,72 ± 0,04
SNAP 100 + Colchicina 1 0,56 ±0,02^
SNAP 100 + Colchicina 10 0,55 ±0,01^
Células P815 foram plaqueadas, incubadas como compostos por 4 h com ou sem 
SNAP, lavadas, resuspensas em meio, incubadas novamente por 20 h, fixadas e 
coradái còm cristal violeta, como descrito na seção de “Material e Métodos”. Os 
dados representam a média das triplicatas ± EPM. ® P < 0,05 versus controle..
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4.8. ENVOLVIMENTO DE CANAjS DE POTÁSSIO NO EFEITO ANTI- 
PROLIFERATIVO DO ÓXIDO NÍTRICO
Os canais de potássio têm sido descritos como elementos importantes na 
proliferação celular (Wonderlin & Strobl, 1996). Assim, nossos próximos 
experimentos foram desenhados para investigar o envolvimento de canais de 
potássio no efeito anti-proliferativo do NO. O tetraetilamônio (TEA), um bloqueador 
não-seletivo de canais de potássio reverteu de forma concentração-dependente a 
inibição da proliferação celular induzida pelo NO (Figura 8, Painel A) . A 4- 
aminopiridina (4-AP), um bloqueador de canais de potássio sensíveis á voltagem 
teve um efeito similar ao TEA em causar uma reversão da inibição da proliferação 
induzida pelo NO (Figura 8, Painel B). Por outro lado, a glibenclamida um 
bloqueador de canais de potássio ATP-dependentes, não alterou a inibição da 
proliferação induzida pelo NO (Figura 8, Painel Ç). O uso de caribdotoxina, 
iberiotoxina e apamina, todas toxinas bastante seletivas para inibir os vários subtipos 
dos canais de potássio dependentes de cálcio, reverteu acentuadamente o efeito 
anti-proliferativo do NO (Figura 8, Painel D).
Tendo-se em conta que o efeito do NO é irreversível e que canais de potássio 
participam do efeito anti-proliferativo do NO, decidimos investigar se estes canais 
participariam apenas no início do processo de inibição da proliferação causada pelo 
NO ou se sua participação ocorre por tempos mais prolongados após a deflagração 
do processo pelo NO.
Para tanto fizemos dois experimentos. No primeiro deles, um grupo de células 
foi incubado com SNAP e TEA e outro com SNAP e 4-AP por 4 h. Após este tempo, 
as células foram lavadas para remoção dos compostos e deixadas na estufa por
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mais 20 h, findas as quais a proliferação foi avaliada. Como mostra a Figura 9 , 
Painel A, tanto o TEA como a 4-AP bloquearam, de modo concentração- 
dependente, o efeito anti-proliferativo do NO. Assim, os canais de potássio parecem 
ser ativados pelo NO tão logo ele seja adicionado à cultura. No segundo 
experimento (Figura 9B), células foram incubadas com SNAP por 4 h, seguido de 
lavagem para remoção do doador. As células foram então incubadas por mais 4 h à 
37°C e após este tempo (portanto 8 h após o início do experimento), foram 
adicionados TEA ou 4-AP. As células foram então deixadas na incubadora por mais 
16 h findas as quais a proliferação foi avaliada. Observa-se que o efeito do NO 
também foi revertido pelos bloqueadores de canais de potássio nesta situação, 
indicando que estes canais continuam ativados mesmo depois de horas da retirada 
física do NO do meio, perpetuando assim a atividade anti-proliferativa do NO.
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Figura 8 - Efeito de bloqueadores de subtipos de canais de potássio na 
inibição da proliferação da linhagem P815 induzida por óxido nítrico. As células 
foram plaqueadas em triplicata (5 x lO'^  células em 200 pl de meio por poço), 
incubadas com SNAP nas concentrações indicadas na ausência (círculos abertos) 
ou na presença de TEA (tetrametilamônio; Painel A), 4-AP (4-aminopiridina), 
glibenclamida (Painel C) e com toxinas (Painel D; caribdotoxina, ChTx; iberiotoxina, 
IbTx e apamina) por 24 h. Após o período de incubação, o número de células foi 
avaliado pelo método do cristal violeta (ver legenda da Figura 1 e na seção Material 
e Métodos). Nenhum dos bloqueadores de canais de potássio causou efeito na 
proliferação celular na ausência de NO. Os resultados estão expressos como média 
± EPM de triplicatas. As curvas representadas pelos símbolos fechados (exceto no 
Painel C) são estatisticamente diferentes (P < 0,05) das respectivas curvas controles 
(círculos abertos) quando avaliadas por análise de variância de uma via (ANOVA) 
seguida pelo teste f de Bonferroni.
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Figura 9 -  Influência de bloqueadores de canais de potássio sobre o efeito 
anti-proliferativo do NO. Células P815 (5x 10  ^ células/poço) foram plaqueadas, 
incubadas em 200 |jI de meio com diferentes compostos, lavadas com DMEM e a 
leitura foi realizada em 24 h como descrito na Figura 1 e seção de Material e 
Métodos. Na Figura 9A, TEA (10 pM) e 4-AP (100 |jM) foram incubados com ou sem 
SNAP (100 mM) por 4 h, após o que as células foram lavadas parâ remoção de todos 
os compostos. Ná Figura 9B, as células foram incubadas com SNAP (30 e 100 |jM) 
por 4 h, lavadas e deixadas na estufa por mais 4 h. Em seguida (8 h após o início do 
experimento), foram adicionados os bloqueadores de canais de potássio (TEA 10 
|jM, barras fechadas e 4-AP 100 pM, barras hachuradas), seguido de incubação por 
mais 16 h. Ao término deste tempo o número de células foi avaliado pelo método do 
cristal violeta (ver legenda da Figura 1 e na seção Material e Métodos). As barras 
representam a hriédia das triplicatas ± EPM. * P< 0,05, estatisticamente diferentes 
quando comparado ao controle respectivo (ANOVA seguida pelo teste t de 
Bonferroni).
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o  NO exerce diversos efeitos em processos fisiológicos, destacando-se 
aqueles pertinentes à neurotransmissão e à regulação do tônus vascular. O NO 
também é descrito como sendo um agente citostático e/ou citotóxico para vários 
tipos celulares. Neste sentido, o NO tem efeito anti-mitogênico em fibroblastos (Garg 
& Hassid, 1990) e pró-apoptótico na linhagem P815, um mastocitoma murino (Albina 
& Reichner, 1998). Especificamente em relação ao efeito anti-proliferativo, foi 
mostrado que macrófagos ativados e produzindo grandes quantidades de NO inibem 
a proliferação celular de linfócitos induzida por aloantígeno e lectina (Albina et al., 
1991). Entretanto, pequenas concentrações de NO, tais como as resultantes da 
produção de NO pelo endotélio, também podem exercer efeitos anti-proliferativos. 
Neste contexto, 0 NO produzido pelo endotélio vascular é de fundamental 
importância para regular o tônus da musculatura lisa vascular e, não menos 
importante, de inibir a proliferação das células musculares lisas vasculares 
(Moncada et al., 1991; Garg & Hassid, 1993). Comprovação disto está no relato de 
que a transferência do gene da eNOS para o músculo liso da artéria carótida de rato 
desnudada de endotélio resultou no aumento da reatividade vascular e na redução 
da formação de neointima (Von der Leyen et al., 1995). Assim, não restam dúvidas 
acerca do envolvimento do NO na regulação da proliferação celular.
Com o intuito de investigar mais detalhadamente o efeito do NO na 
proliferação celular, utilizamos uma linhagem celular de mastocitoma de 
, camundongo, a P815. Nossos experimentos iniciais concentraram-se em validar um 
método que nos permitisse acompanhar, com precisão e rapidez, a proliferação 
desta linhagem. Em consulta à literatura, verificamos existir um método colorimétrico 
(Kueng et al., 1989) baseado na coloração pelo cristal violeta que nos pareceu
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atraente. Incluindo pequenais modificações, padronizamos este ensaio para uso no 
nosso laboratório. Há uma correlação nítida entre o número de células e a 
densidade óptica das amostras anállsadas. Assim, o ensaio do cristal violeta 
mostrou-se muito vantajoso, por ser um método de grande facilidade, rapidez e 
reprodutibilidade, permitindo a avaliação de grande número de amostras num único 
ensaio. Em segundo lugar, decidimos usar como controle positivo de atividade 
antiproliferativa, a cicloheximida, um inibidor de síntese proteica. É importante 
ressaltar que através do método utilizado, células expostas à cicloheximida não 
proliferaram, mas continuam viáveis durante todo o experimento.
Estabelecido o rtiétodo e os controles positivo e negativo, passamos a estudar 
a universalidade do efeito do NO sobre a proliferação de células. Para tanto, 
utilizamos uma segunda linhagem de mastocitoma, a MCP-5 além da P815. 
Primeiramente, avaliando diferentes concentrações de SNAP, um doador clássico de 
NO, mostramos que o efeito anti-proliferativo é concentração-dependente em ambas, 
as linhagens. O efeito anti-proliferativo causado pelo SNAP foi bastante acentuado, 
sendo que o número de células encontrado no grupo incubado com 100 pM do 
composto foi de apenas 50% do grupo controle (sem doador de NO). Em segundo 
lugari este efeito inibitório manteve-se ao longo de 48 h, indo até 72 h, após o que 
inicia-se a morte de grande número de células, mesmo nos grupos controle. Em 
função disso, e para facilitar os experimentos, escolhemos o prazo de 24 h como 
ponto de término de todos os demais experimentos. Portanto, o efeito anti- 
proliferativo do NO não parece exclusivo para uma única linhagem celular.
A seguir, investigamos se o efeito poderia ser causado por outras classes de 
doadores de NO e se o restante da molécula dos doadores utilizados causaria algum
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efeito na proliferação. Primeiramente, observamos que o GSNO inibiu a proliferação 
celular de maneira concentração-dependente, porém com potência 100 vezes menor 
que a do SNAP. Esta diferença pode ser explicada devido à lenta cinética de 
liberação do NO pelo GSNO {Uiz de várias horas) quando comparado ao do SNAP 
(ti/2 de 1,3 h; Arnelle & Stamier, 1995). Em segundo lugar, observamos que o efeito 
anti-proliferativo deveu-se exclusivamente ao NO, uma vez que tanto o NAP como o 
GSH foram destituídos deste efeito. Por outro lado, a aparente inibição da 
proliferação causada pelo SNP foi, na verdade, causada por um marcado efeito 
citotóxico (cerca de 40% de morte celular, medida pelo método do Azul de Trypan). 
A liberação do NO pelo SNP ocorre de forma muito muito rápida (ti/2 de minutos), 
simultânea à de cianeto, produzindo severos danos celulares (para revisão ver 
Katayama, 1995), o que pode ter levado ao efeito citotóxico causado pelo SNP. 
Diante dos resultados obtidos destes experimentos, o SNAP foi escolhido, entre os 
doadores de NO apresentados, para realização dos demais experimentos.
É bem descrito na literatura que o espectro de ação de NO é dependente da 
sua concentração, isto é, concentrações baixas podem induzir efeitos que podem ser 
até antagônicos aqueles causados por altas concentrações de NO. Inúmeros 
exemplos deste padrão são encontrados na literatura, tais como na resposta 
inflamatória (Clancy et al., 1998) e na neurotransmissão (Dawson & Dawson, 1996). 
Nossos dados confirmam este perfil do NO, no sentido que ele em baixas 
concentrações inibiu a proliferação das linhagens utilizadas, enquanto que em altas 
concentrações causou citotoxicidade. Assim parece que alguns dos mecanismos 
ativados pelo NO para levar à interrupção do crescimento celular das linhagens aqui 
usadas possam também estar causando a morte das células. Para nos certificarmos
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de que nossos dados sempre expressavam os efeitos do NO na proliferação, 
usamos apenas as concentrações citostáticas, além de fazer um acompanhamento 
sistemático da viabilidade celular durante os experimentos.
Alguns dos efeitos mediados pelo NO são atribuídos ao ânion peroxinitrito, 
resultante da sua reação com o ânion superóxido (Beckman & Koppenol, 1996). 
Como alguns destes efeitos incluem citotoxicidade e citostase para células de 
mamíferos 6 bactérias, pareceu-nos importante avaliar se o efeito anti-proliferativo 
do NO envolvia a participação do peroxinitrito. Utilizando o SIN-1, um doador de 
peroxinitrito, nossos resultados mostram claramente que o peroxinitrito não parece 
ser o efetor primário da ação anti-proliferativa do NO, pelo menos sobre as linhagens 
aqui utilizadas.
A maioria, senão a totalidade, dos efeitos não-citotóxicos mediados pelo NO, 
incluindo agregação plaquetária e relaxamento da musculatura lisa vascular, são 
reversíveis. Como o efeito anti-proliferativo visto nos nossqs experimentos em baixas 
concentrações de NO também ocorre fisiologicamente (p. ex., células musculares 
lisas; Garg & Hassid, 1993), investigamos a reversibilidade deste efeito anti- 
proliferativo. Como a redução da proliferação ocorreu igualmente caso o doador 
permanecesse em contacto com as células por 24 h ou fosse removido após um 
contacto breve de apenas 4 horas, podemos afirmar que este efeito do NO foi 
irreversível. Este resultado é relativamente surpreendente, dada a natureza 
transitória da grande maioria dos efeitos causados por baixas concentrações de NO. 
Este achado mostra claramente que as células não têm como sobrepujar o(s) 
mecanismo(s) pelo(s) qua(is) o NO inibe a proliferação celular, pelo menos no 
período experimental de 24 h. Além disso, há que se considerar o seguinte; i) a
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presença das células foi determinante para a liberação do NO; ii) na presença das 
células, boa parte, mas não a totalidade do NO, foi liberado nas primeiras horas de 
incubação e iii) a retirada do NO após 4 h de incubação não restabeleceu a 
proliferação normal das células observada em 24 h. Assim, o mecanismo inibido (ou 
ativado) pelo NO não parece depender da total liberação desta molécula e nem da 
sua presença física durante todo o período de tratamento para inibir a proliferação 
celular. Como NO interage com sulfidrilas presentes em proteínas (StamIer et al., 
1992a) e como a liberação do NO foi acelerada pela presença de células, pode-se 
pensar que a interação do NO com sulfidrilas de membrana possa explicar a maior 
decomposição do doador de NO.
A maioria das assim chamadas “ações fisiológicas” do NO (vasodilatação e 
inibição da agregação plaquetária, por exemplo) são mediadas através da ativação 
da sGC (Ignarro, 1991), com conseqüente formação de cGMP (para revisão ver 
McHugh, 1998) e ativação de proteínas quinases, principalmente a PKG (Lucas et 
al., 2000). Assim, investigamos se o efeito anti-proliferativo do NO poderia ser 
mediado pela ativação da GC, usando um inibidor potente e seletivo para a forma 
solúvel desta enzima, ODQ (Garthwaite et al., 1995). Nossos resultados mostram 
que este efeito do NO não depende da ativação da sGC. Como o cGMP também 
pode ser formado pela ação da GC particulada (embora o NO não a ative) e para 
descartar totalmente algum papel do cGMP no processo de inibição da proliferação, 
usamos o 8-Br-cGMP, um análogo permeante do cGMP. Este experimento somente 
referendou que o efeito anti-proliferativo do NO, pelo menos nas nossas linhagens, 
foi independente de GC e/ou cGMP. Relatos da literatura mostram que a PKG 
(proteína quinase G ou quinase dependente de cGMP) tem papel na proliferação e
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diferenciação celular (veja por exemplo a revisão de Ruth, 1999). Nossos resultados 
divergem com os desta linha uma vez que, nas nossas mãos, o efeito 
antiproliferativo do NO não foi via cGMP/PKG. Uma das possibilidades para explicar 
este resultado seria que para células normais o efeito do NO seria dependente de 
cGMP, mas isto não seria válido para células tumorais. Por outro lado, também 
existem relatos mostrando resultados similares aos nossos como, por exemplo, de 
que o efeito anti-proliferativo do NO em células musculares lisas de vasos é 
independente da ativação de GC (Ignarro et al., 2001).
Nos últimos anos, tem ficado aparente que boa parte dos efeitos do NO 
podem ser causados por dois mecanismos gerais. O primeiro deles envolve a 
modificação de proteínas por S-nitrosilação de sulfidrilas em resíduos de cisteína, 
formando os assim chamados nitrosotióis. Os nitrosotióis são mais estáveis que o 
próprio NO (para uma revisão ver Gaston, 1999). Por exemplo, os efeitos dos 
nitratos orgânicos (vasodilatadores utilizados no tratamento de angina e hipertensão; 
Fung & Bauer, 1994) envolvem a formação de S-nitrosotióis, que se decompõem 
espontaneamente, liberando NO.
O segundo mecanismo geral de ação do NO é pela ativação de canais de K"^ , 
dentre os quais os dependentes de cálcio (BKca: Williams et al, 1998; Robertson et 
aí., 1993). Esta ativação pode ser feita diretamente pela S-nitrosilação de cisteínas 
de canais (Bolotina et al., 1994) ou pela ativação de canais mediada por segundos 
mensageiros formados em resposta ao NO, incluindo o cGMP (para revisão Lucas et 
a/., 2000). Por outro lado, encóntra-se na literatura a descrição de que canais 
iônicos, incluindo os canais de potássio estão envolvidos na proliferação celular. Um 
exemplo é o relato mostrando que estes canais são expressos ou ativados em
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determinadas fases do ciclo celular, garantindo a progressão do ciclo (Wonderlin & 
Strobl, 1996). Juntando estas informações, investigamos se uma ação do NO nos 
canais de K"” poderia explicar seu efeito anti-proliferativo. Para termos uma visão 
mais geral da importância destes canais, utilizamos inicialmente o TEA, que nos 
confirmou o envolvimento destes canais. Em seguida, iniciamos uma análise mais 
minuciosa para identificar o subtipo de canal envolvido neste efeito do NO. Estes 
experimentos indicaram que canais de potássio dependente de voltagem- e 
dependente de cálcio são afetados por NO, mas não o canal de potássio ATP- 
dependente. Pelo menos dois pontos importantes parecem-nos dignos de discussão. 
Primeiro, as concentrações efetivas dos bloqueadores de canal de potássio 
necessárias para reverter o efeito do NO em nossos experimentos estão abaixo das 
concentrações efetivas normalmente descritas na literatura. Isto sugere que o 
envolvimento destes canais, no efeito anti-proliferativo do NO, deva ser um evento 
central, dada à sua sensibilidade aos bloqueadores de canais de potássio. Segundo, 
quando altas concentrações como as sugeridas pela literatura foram usadas na 
ausência de NO, não houve qualquer interferência com a proliferação de células 
P815 (resultados não mostrados). Isto, portanto, indica que canais de potássio não 
parecem estar envolvidos na proliferação normal desta linhagem celular e que o 
efeito inibitório dos bloqueadores, na ação anti-proliferativa do NO, não pode ser 
atribuída a um efeito inespecífico. Portanto, o resultado global destes experimentos 
mostra que os canais de potássio sensíveis a voltagem e cálcio-dependentes estão 
envolvidos no efeito anti-proliferativo do NO.
Considerando que o efeito anti-proliferativo do NO mostrou-se irreversível e 
levando-se em consideração a importância dos canais de potássio no seu efeito.
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resolvemos averiguar se os canais estavam sendo ativados logo no início da ação 
do NO e se eles participavam continuamente do processo de diminuição da 
proliferação celular. Assim, a co-incubação dos bloqueadores relevantes juntamente 
com o NO reverteu seu efeito anti-proliferativo, mesmo quando todos os compostos 
(inclusive o NO) foram incubados por apenas 4 h. Mais ainda, a adição dos 
bloqueadores após a remoção do NO mostrou que o efeito do NO pôde ser 
revertido. Esses últimos resultados demonstram que a redução da proliferação 
celular causada pelo NO demanda ativação persistente dos canais de potássio 
desde os tempos iniciais da ação do NO. Neste sentido, é possível pensar que o NO 
seria importante no início do processo anti-proliferativo através da sinalização de 
canais de potássio sensíveis à voltagem e de canais de potássio dependentes de 
cálcio que, por sua vez, desencadeariam outros mecanismos intracelulares 
responsáveis pela redução da proliferação celular.
Como o NO reage avidamente com tióis, originando S-nitrosotióis, e os canais 
de potássio têm cisteínas reativas em sua seqüência, é possível pensar que a 
nitrosilação destas sulfidrilas induza mudanças conformacionais que conservariam 
os canais no estado aberto. Como é sabido, a abertura de canais de potássio 
hiperpolariza a membrana plasmática, induzindo entre outras ó fechamento de 
canais de cálcio dependentes de voltagem. A proliferação celular é modulada por 
processos sensíveis á alteração das concentrações de cálcio intracelular e 
bloqueadores de canais de cálcio inibem, por exemplo, a síntese de DNA e a 
proliferação de células musculares lisas (para revisão ver Schmitz et al., 1991). Se 
isto é verdade no nosso caso, esta diminuição na sinalização de cálcio poderia 
explicar pelo menos parte dos efeitos do NO.
Discussão 61
Várias proteínas participam da regulação de componentes essenciais do 
citoesqueleto, estrutura essencial para a proliferação celular (Sorger et al., 1997), 
como os filamentos intermediários e a associação entre a actina e miosina. Dados 
da literatura mostram que o NO pode afetar o citoesqueleto (Eiserich et al., 1999) . 
As proteínas que o compõem possuem sulfidrilas que poderiam servir de alvo para a 
ação do NO. Portanto, em princípio o efeito anti-proliferativo do NO poderia estar 
também relacionado ao citoesqueleto. Nossos resultados entretanto, sugerem não 
haver qualquer relação entre o efeito anti-proliferativo do NO e o citoesqueleto, 
durante os tempos analisados, uma vez que mesmo com a desorganização do 
citoesqueleto da célula causada pela presença dos vários agentes 
despoiimerizantes, o NO continua exercendo efeito antiproliferativo de forma 
inalterada. Portanto, como alterações no citoesqueleto não inibiram nem 
potencializaram a ação anti-proliferativa do NO podemos concluir que este efeito do 
NO não depende daquela èstrutura celular.
O NO pode alterar a expressão ou atividade de proteínas formadoras de 
complexos (ciclina/Cdk) que regulam o ciclo celular inibindo a proliferação (Guo et 
al., 1997). Como o NO causou um aumento substancial do número de células em 
metáfase, este resultado sugere que pelo menos parte do efeito do NO possa ser 
mediado pela sua ação em proteínas envolvidas no ciclo celular, e que isto possa 
estar ocorrendo através de canais de K"^ .
Considerações Finais
Um resumo dos nossos dados e a sua colocação no contexto atual está 
mostrado no Esquema 4. Estudos na literatura mostram que o NO inibe a 
proliferação celular através da ativação da enzima guanilato ciclase e subsequente
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produção de monofosfato cíclico de guanosina (cGIVIP; Passo 1). Este segundo 
mensageiro ativa uma proteína quinase (Proteína Quinase G, PKG), responsável 
pela maioria das ações do cGMP (Passo 2). Outros trabalhos mostram que canais 
de potássio podem ser nitrosilados por ligação do NO com sulfidrilas presentes em 
resíduos de aminoácidos da cadeia proteica do canal (Passo 3). Além disso, está 
mostrado que estes canais podem ser fosforilados por diversas quinases, entre elas 
a PKG, levando à alterações da sua funcionalidade (Passo 4). Portanto, nossos 
dados indicam que o efeito anti-proliferativo do NO pode ser atribuído ao seu efeito 
sobre canais de potássio, mais especificamente em dois subtipos destes canais; os 
canais de K"^  dependentes de cálcio de alta e baixa condutâncias e os canais de K"" 
sensíveis à voltagem. Em continuação, nossos dados também mostram que este 
efeito do NO é independente da guanilato ciclase e da proteína quinase G.
Se estes achados puderem ser confirmados para outros tipos celulares, pode 
ser que eles sugiram novas medidas terapêuticas para o tratamento de patologias 
que envolvam distúrbios em proliferação celular, tais como câncer e aterosclerose.
7  0 ^
Lü«* PKG, outras 
quinases?
"  0 t  SOC
cGMP
O
Esquema 4 -  Hipótese do mecanismo de ação do óxido nítrico.
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